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 偽足 遍鋤の総体としてのアメ ーバ様連動はほとんどすべての細胞 にみ られ る重要 な生 体運動であ る。
 この運動の典型 として イ皿・σ加 pr・孟 脇3 の連動が 19世紀以来多く の研究者に よって研究されて来たが,
 その運 動機 構に関し ては, 未だ明確な結論はえ られていない。
 台床への付着, 内質の 流動, ゾル, ゲル2相の変換, 偽足の形成 と消失の 4現象が組織化されること
 によって生ずる特殊 な生体連動と してのアメ ーバ運 動は, 細胞基質構造の動的性 質, 原形質流動の実体,
 連動の制御機構等, 細胞 機能の本質に ふれる点において特に不明な点を多く含んでい る。 生化学的、 お
 よ び電子 顕微鏡的実験事実の蓄積は, こ の連 動機 構について古曲的「ゾルーゲル変換説」 にかわ る新し
 い理論 の基礎を準備しつ っあるが, 諸実験事実を統一するよ うな観点は現在のところま だ見出さ れてい
 な い。
 今回の実験は, 細胞化学と電子顕微鏡的観 察を主たる方法とし て, アメーバの細胞基質の性質を中心
 に連動機構の分析をこころみた。 論文では新し くえられた知見を報告すると共に, 諸現象 を統一する結




 グリセリ ン処理は連動系を分析する上で有効な方法であるが, 瓦 pγ・加麗 においては, グリセリン
 処理により細胞形態が著しく変化す るた め, ATP に感受性をもつ部分の分布 を調べることはむ ずかし
 い。 今回, 新たに工夫き れた凍結一グリセリ ン抽 出法は 液体窒素一イ ソペ ンタ ン系 で短 時間内に 凍結し,
 一 20 ℃ 以下のグリ セリ ン溶液中で凍結置換とグリセリ ン処理を同時に行 わせる方法であ る。 兎骨格筋
 の横紋 構造は凍造一 グリセリン処 理に よっても光顕的には 完全に保存され, しかも ATP によっ
 て容易に収 縮す ることが確認きれた。 アメー バにこの方法を適用すると細胞全 体が 微量の Mg骨, また
 は Mg'馬 Ca軒 存在下で ATP によってわずかに収縮するのが認められた。
 口・ 細胞基質 ATPase の細胞化学
 凍結一グリセ、) ン処理筋の ATPase の局在を Pb廿 を使用した Wachstein -Melse1 法(W-M
 法)によって細胞化学的 に検出でき るかどう か最初 に調べた。 N-ethyl - maleimi de (NEM)を使用
 した阻害試験, Z価イオノの影響, 基質特異性試験等の結果か ら、 アク トミオシンATPase, 及び筋
 小胞体 ATPase を W-M 原版 または Pb(NO。),, トリスーマレイ ン酸緩衝液の濃度を原液の
 3/4, レ〆2 1/4 に稀釈した W-M 溶液によって細胞化学的に検出できる乙とが示された。
 一万この 3/4 稀釈 W-M溶液中 で、 凍結一 グリセリン処理アメーバを反応きせると 10 mM Mgサ
 または 10mM Oa廿 存在下では沈澱が認められず, 0.5 耐 以下の M喜 ++, または 1mM 以下のCa軒
 で沈澱が細胞全面に形成きれた。 乙の反応は, ADPを基質とした場合には形成されず1 10mM NEM
 溶液による前処理によっておさ えられたこと からも, (アク トミオシンATPa se とはことなった別の)
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 ATPase が検出された もの と判 断で き る。
 ハ. アメーバにおけ るイオン性カルシウムの分布
 アメーバ中のイオン性カルシウムの分布 を調 べるため・ 液体窒素一イ ソペ ンタ ン系で 凍結・ 一78℃ の
 アセトン中で 20日以上凍結置換したアメーバに対し て, Kashiwa& AtkinsDn の開発した GBHA 法
 が適用された。 Oa -GBHA の赤色沈澱は移動連動体制にあるアメー バの 偽足 前端, または中間部分
 に局在す る傾向をはっきりと示した。 この中間部分の沈 澱は、 ある 間隔をおい て帯状に局在するのが観
 察されたが, 球状化しているアメ ーバの場合には細胞質の各所に塊状 に分布していた。 一方, EDTA
 で前 処理した細胞で は沈澱は 現われず, また不完全 な凍結, 置換のた め氷が 残っ てい た試料の場合には
 粒状の 反応生成 物が細胞全面 において認め られた。 これらの 実験 結果 は, 移動連動体制にあるアメ ーバ
 の前端部, およ び中 間部分 の一部分に Ga骨 がよ り多く 局在してい るこ とを示唆するものである。
 2. 電子顕微鏡的観察
 イ. 固定法の検討
 オ. pr・6錫3 に於て, 1%Osα (Palade 固定液)で固定した場合, 細胞基質が固定・ 脱水の過
 程で流出 し, そのため細胞基質の密度が減少するとの報告が'Wohむf麟h Boももerm&㎜ によ ってなさ
 れ た。 こ の点を検討す るため, 固定, 脱水中 における細胞からの蛋臼 質流出量を Lowry の方法に よって
 測定した。 蛋臼質は Os Qt によって固定されているため 280 mμの吸収を示さないが, Lσwry 法に 特異
 的な 750 mμ の発色は認められた。 この 750mμ における吸光度か ら, 使用したアメ ーバに含まれる全
 蛋日 質量に 対する固定 液, 脱水用 アルコール液へ の流出蛋臼質量の相対値を 読みとると10%以下であっ
 た。 このことか ら, 少なくとも固定液 脱水液に関しては, 細胞基質密 度減少・と関係ないことが証明さ
 れた。
 口・ 超薄切片法による観 察
 寒天に付着したアメーバを1% OsOr, または2.5%グルタルアルデヒド前固定1 1% Os Q} 後固定
 で固定し, 半重合メタクリレー ト, または E即n 812, Epok 533 に包埋 超薄切片法によって細胞基
 質を中心に観察した。
 原形質膜, および空胞, 食胞膜は, 厚さ80A士の典型的な2重膜 を示した。 その他細胞内小器官に関し
 ては, すでに報告さ れてい る結果が再確認された。
 一方, はっきりと同定で きない構造とし て, いらじるしく不規則に入りくんだ波状の 滑面, または粗
 面膜が認められた。 1% Os α で固定した場 合, 細胞基質の密度はメタクリレー ト包埋より も Epon
 812, Epo l{ 533 包埋 におい てより密の傾向を示したが構造上の質的違いは観察されなかっ た。 すなわ
                         の
 ら, 細胞基質は粒状 構造物, 捧状線維( 0.1μ～0.3μx350A ), 不定形構造物よりな り, その内, 粒
                         りの
 状構造物の一部分は, リボゾーム様の電子密度と直径( 120 A ～ 150 A )を示した。
 この細胞基質 は, 外質の各所において密 に局在した瓜 こ の傾 向はグルタルァルデヒ ド固定の場合一層
 明確であ り, 膜系の 集中した内質と, 基 質の密な外賓とはっき りした分布の違いを示していた。
 ハ、 Shado幅ng, 陰染色法による観察
 細胞をガラスの間にはさんで圧し つぶし, その細胞質の微細構造を陰染色法と Shadowin9 によって
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                           ロ
 調べた。 陰染色法によって観察された細胞基質の構造は, 直径 70A 以上の粒状構造物(P、 ), 捧状紛
                     ロロ
 維(F、)( 260 A±xO.35 μ), 直線状線維(40A士)(F2 ), 曲った線維( 40 A■)(E3 ), である
 このうち, 粒状 構造物は線伏, または面伏の集合体を形成する。 しかし, この集合体と 連続した一部は
 編准状 構造物の 網目細工のよ うに 見え る。
 細胞を 10耳M以下の ATP 存在下でお しつ ぶす と,E がいちじるしく増大し た。 10e mM以 下のCa
 存在下では positive に染色さ れた部分が増大し, 構造の 細胞部を観察することがで きない。 NEM 存
 在下では, 細胞 をそのままお しっぷした試料とくらべて、 質的な構造上の差を認めるこ とはできなかっ
 た。 一方 shad・wing では、 粒状構造物の集合体と、 R 状の構造が観察された。
皿考察
 アメーバの細胞基質構造の動的性格 は, その 微細 構造の動的性格との対応で分析できる。 粒状構造物
 または線維状 構造物が形成す る面伏, および線状集合 体とその構成単位と の廷的比廊は, 細胞基質のレ
 オロ ジー的性質に関与す るで あろ う。 これら構造上の変化 を制御する要因として,.血 価陽イオ ンや,ATP
 が関与す る可能性 があ るが, 2価陽イオ ンやATP は, 他 方で は原形 質流動の 塑動力発見 にも関与する
 こと が示唆された。 低濃 度の 2価陽イオン で活性化さ れる 細胞基質 ATP 照e f・{流動源動力として働 くな
 らば, O♂ が密に局在する前端部よ り, 中間部の一部 および後端部で収縮がおこることになり, 「後
 端部収縮説」の内容を 発展きせたことになる。
 w結論
 細胞基質の超微細構造, 2価陽イオンの分布, 細胞基質 ATPase は互に密接な『暑連をもちながらア
 メーバ連動に関与していることが, 一部分実験的に証明きれた。 これ ら実績事穿にもとづいて, アメー
 バ連動にと もなう諸現象を統 一する一つの 観点が提示き れた。
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 論文審査結果の要旨
 アミ ーバ連動と総 称されている細胞の流動 性連動は生物界 に広くみ られる 原始的 基本的運動形態の 一
 つであ へ 古くか ら多くの関心を持たれているに かかわ らず, 依然として解明されない問題であ る。
 志田 は新な 細胞化 学的方法と 電子顕微鏡を駆使し, 原形質微細構造 及び 連動 に伴 うその 変化 を詳細に観
 察 し, 現在提唱されている二つの連 動機 構を根本的に検討したので ある。
 まず新に考案した凍結グリ セリ ン抽出法を用 い微量の Mg什または Mず, Gパヒ存在下で、 ATP に
 より アミーバは全体にわたって僅 かではあるが収縮の起こること を確め, さ らに 0.5mM 以下のMg什,
 1mM 以下の G a朴 存在 下では細胞全面にわたって ATPase 活 性のあることを示した。 ついでアミー
 バ体内における Ga什 分布を細胞化 学的 に調べ, 移動連動中のアミーバにおいては 偽足前端部, 及び体
 、司部に帯状に Ca什 は分布し、 連動停止の ものでは各所に塊状に局在し てい ることを確 めた。
 また電子顕微鏡的観察では, 種々 問題を含む固』定法を 検討した後, 超薄 切片法 negat ive stah・ ing、
 shad・wi旧g 法を駆使し, アミーバ原形質基質の微細 構造を詳細に観察した。 その結果, 微粒子, 3種
 類のセ ンィ および膜 構造の 存在 と, そ れらの間の相互関係をあ る程度明 らかにした。 乙れら構造物中長
 いセ ンィは外質中 に密に 存在 し, 膜構造は内質 に多 く分布のち がいはかなりはっきりしている。
 以 上の結果を基にし種々の考察を行なった。 これら基質構造は条件により集合, 分 離す るもので,
 ATP ase およ び Ga→← がこの変化を制御している因子中, 重要なものと考えられ る。 一方現在明 らか
 にさ れて いる筋収縮機構およびア ミーバ等に ついて得られて いる 実験事 実を あわせ 考えると ATP ase
 活 性の 強く 現われる条件の備わっている部 分, 即ちアミ ーバの場合は Ga朴 濃 度の低い中間部の 一部お
 よび後端 ll,毬に 1畷詣の 起こ る可能 性は 非常に強いことにな る。 今までの説では解釈できなかった種々の現
 象もこの 考え方でよ く理解でき る。
 以上志田 の研究は原形質の 微細構造 Ga軒, ATPase 間の連関性がアミ ーバ連動に 関与している
 可能性をあ る程度実験的に示したもので, アミーバ連動の解析に一 新知見を加え た。 今後の研究に寄与
 するところ は大きい もの と考える。 よ って 志田寿人提出の論文は 理学 博士の学位論 文と し て合格と認める。
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